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論文内容要旨
 研究背景・研究目的
 血管内皮成長因子(vascularendothelialgrowthfactor:VEGF)は,血管内皮細胞を増殖
 させる因子および血管透過性を亢進させる因子として同定された。VEGFは,胎児発生におけ
 る血管新生だけでなく,糖尿病性網膜症,リウマチ性関節炎や腫瘍血管形成などの病的.血管新生
 に関与している。VEGFはVEGFreceptor(VEGFR)一1とVEGFR-2というチロシンキナー
 ゼレセプター(receptortyrosinekinase:RTK)に結合する。VEGFとの親和性はVEGFR-1
 のほうが高いが,チロシンキナーゼ活性はVEGFR-2のほうが高く,内皮細胞における細胞内
 シグナル伝達は主にVEGFR-2を介していると考えられる。VEGFが,細胞膜に発現している
 VEGFR-2の細胞外ドメインに結合すると,レ七プターの二量体が形成される。これにより
 VEGFR-2のチロシンキナーゼが活性化し,細胞内ドメインのチロシン残基が自己リン酸化され
 る。この自己リン酸化は,VEGF刺激後からすぐに起こり,時間経過とともに減少する。一般
 的にリガンドの結合によるRTKの活性化とそれに続く自己リン酸化は細胞内シグナル伝達の第
 一段階であり,その制御は下流シグナル伝達の強さを決めるのに重要である。制御機構のひとつ
 はチロシン脱リン酸化酵素(protein-tyrosinephosphatase:PTP)によるリン酸化チロシンの
 脱リン酸化であり,もうひとつはユビキチンリガーゼ(E3)によるユビキチン化とユビキチン
 シグナルを介した細胞内取り込みと蛋白分解である。PTPには,すべてのリン酸化部位を脱リ
 ン酸化する酵素と部位特異的に脱リン酸化する酵素が存在する。前者にはシグナルを完全に不活
 化する,後者はシグナルを調節する働きがある。Epidermalgrowthfactorresep七〇r(EGFR)
 やplatlet-derivedgrowthfactorreceptor(PDGFR)などのRTKは。-Cblによりユビキチン
 化されている。c-Cblの過剰発現系ではRTKのユビキチン化の増強とRTKの分解の促進し,
 一方,ユビキチンリガーゼ活性のない変異体を発現させるとRTKの発現が上昇する。
 VEGFR-2は。-Cblによりユビキチン化されるという論文(1.JBiolChem2003May30;278
 (22):20091-7)が報告されている。VEGFレセプターファミリーであるVEGFR-1も。-Cb1に
 よりユビキチン化されており,c-Cb1の結合部位はY1333と同定されている(FASEBJ2004
 May;18(7):929-31)。VEGFR-2の機能解析はCOS-7やHEK-293などの内皮細胞以外の細
 胞を用いていることが多く,実際にその制御機構が内皮細胞での働きを反映しているかは疑問が
 残るところである。VEGFR-2と。-Cblの関係を明らかにするため,ヒトの血管内皮細胞である
 humanumbilicalveinendothelialce11(HUVEC)を用いて機能解析を行なうこととした。
 VEGFR-2の主なリン酸化部位はY1175とY1214であり,それぞれがリン酸化されることで下
 流に異なる経路でシグナルが伝わり,細胞増殖や細胞遊走などの異なった活性を示している。
 VEGFR-2の制御機構にPTPが関与していることを示すとともに,この2つのチロシンのリン
 酸化の経時的変化を解析して部位特異的なPTPの存在の可能を探った。上記に示した
 VEGFR,一2のユビキチン化や脱リン酸化はVEGFにより刺激を受けた細胞膜上ですべて起きて
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 いるわけではなく,細胞内に取り込まれた後も続くものと考えられる。VEGF刺激後の
 VEGFR-2の細胞内分布とチロシンリン酸化を経時的に観察した。
方法
 VEGFR-2を強発現させたMN3T3-KDR(二VEGFR-2)cellとVEGFR-2を発現している
 ヒト血管内皮細胞であるHUVECを用いた。KDR-WT(wildtype)およびKDR-Dlmutant
 (C末端が1213番目以降欠損している)を発現させる細胞としてVEGFレセプターの発現が低
 下しているBAE(Bovineaorticendothelial)cellを用いた。一般的に血管内皮細胞の発現効
 率は悪いため,最も効率の良いアデノウイルスベクターを用いて外来蛋白質を発現させた。
 VEGFR-2のリン酸化とユビキチン化の解析は免疫沈降法とウエスタンプロッティング法にて,
 レセプターの細胞内局在の観察は蛍光免疫染色にて行なった。実験系のポジティブコントロール
 としてEGFRが発現しているHeLace11を用いて比較検討した。
 結果・考察
 HUVECに。-Cblを過剰発現させても,VEGFR-2のユビキチン化の増強も分解の促進も認め
 なかった。またVEGF依存性の。-Cb1のリン酸化も認めなかった。ポジティブコントロールで
 あるEGFRではユビキチン化は増強し,c-Cb1は強くリン酸化されていた。c-Cblがユビキチン
 リガーゼ活性を発揮するにはチロシンリン酸化(371番目のチロシン)が必要である(MolCell
 i999Dec;4(6):1029-40)。HUVECでは。-Cb1が全くリン酸化されていないことからユビキ
 チンリガーゼ活性がほとんどなく,VEGFR-2のユビキチン化に関与していないことが示唆され
 た。HUVECにおいて。-Cbユは強くセリンリン酸化されている。セリンリン酸化はチロシンリン
 酸化を競合的に阻害していて(JImmuno11999Jun15;162(12):7095-101),結果的にユ
 ビキチンリガーゼ活性を抑えていると考えられた。以上から。-Cb1はVEGFR-2のユビキチン化
 にはほとんど関与していなく,c-Cbl以外のユビキチンリガーゼがVEGFR-2をユビキチン化し
 ていることが示唆された。KDR-D1を発現させてもユビキチン化と分解はKDR-WTとほとん
 ど変わりなかった。これよりVEGFR-2のユビキチン化には1214番目以降のC末端は必要では
 なく,activationloopにあるY1054とY1059を除いたY951,Y996,Y1175のリン酸化がユ
 ビキチン化に重要であると考えられた。VEGFR-2はほかのRTKと同様にPTPにより脱リン
 酸化されており,またY1175とY1214のリン酸化の経時的変化には大きく差があることから
 VEGFR-2に作用する部位特異的なPTPの存在が示唆された。ユビキチン化とそれに続く蛋白
 分解,およびチロシン残基の脱リン酸化はVEGFR-2のネガティブコントロールに関わってお
 り,これらの研究を進めることは血管新生阻害薬の開発に繋がると考えられる。
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 審査結果の要旨
 Vascularendothelialgrowthfactorreceptor.2(VEGFR.2)は,血管内皮成長因子
 (vascularendothelialgrowthfactor:VEGF)をリガンドとするチロシンキナーゼレセプター
 (receptortyrosinekinase:RTK)である。VEGFおよびVEGFR-2は血管発生や血管新生の
 中心的役割を果たしている分子であり,糖尿病性網膜症,リウマチ性関節炎や腫瘍血管形成など
 の病的血管新生に大きく関与している。VEGF-VEGFRシステムの基礎研究は世界中で盛んに
 行なわれており,このシステムを標的にした血管新生阻害薬の開発も進んでいる。
 VEGFR-2から始まるシグナル伝達機構についての研究はある程度進んでいるが,VEGFR-2
 自体の制御機構についてはそれほど進んでいない。RTKの中で最も研究が行なわれている
 epidermalgrowthfactorreceptor(EGFR)を参考にしたとき,VEGFR-2の制御機構には2
 つあると考えられる。ひとつは,自己リン酸化されたチロシンを脱リン酸化する酵素(protein
 七yrosinephosphatase:PTP)の存在,もうひとつは自己リン酸化されたVEGFR-2のユビキ
 チン化とそれを指標にした細胞内分解機構(ubiquitin-1ysosomalsystem)の存在がある。
 本研究では,VEGFR-2のシグナル伝達に重要であると考えられる1175番目と1214番目のリ
 ン酸化チロシンを特異的に認識する抗体を用いてVEGF刺激後のVEGFR-2のリン酸化の経時
 的変化を観察した。ヒト血管内皮細胞であるHUVECにはVEGFR-2を脱リン酸化するPTPが
 存在しており,また1175番目と1214番目のチロシンリン酸化の経時的変化は大きく異なってい
 ることから部位選択的にリン酸化チロシンの脱リン酸化を行なうPTPの存在が示唆された。
 VEGFR-2はVEGFで刺激後,ユビキチン化されるとともにその細胞内蛋白量が減少してお
 り,EGFRと同様な機構で分解されると考えられた。EGFRのユビキチン化においてユビキチ
 ンリガーゼのひとつである。-Cblが中心的役割を果たしている。VEGFのもうひとつのレセプ
 ターであるVEGFR-1やVEGFRに構造が近いplatelet-derivedgrowthfactorrecep七〇r
 (PDGFR)が。-Cblによりユビキチン化されるという報告がある。またVEGFR-2が。-Cblによ
 りユビキチン化されるという論文(JBiolChem2003May30;278(22):20091-7)が報告
 されている。これらを参考にVEGFR-2が発現しているHUVECにアデノウイルスにて。-Cbl
 を過剰発現させた系を用いて解析を行なったが,VEGFR-2のユビキチン化に。-Cblは関与して
 いないという結果が得られた。VEGFR-2は,他のRTKと異なった血管内皮細胞特異的な機構
 でユビキチン化されていることが示唆された。
 本研究は血管内皮細胞を用いてVEGFR-2の解析を行ない,リン酸化チロシンを脱リン酸化
 するPTPやVEGFR-2をユビキチン化する分子の存在を示唆する結果が得られたが,その分子
 を同定するまでには至らなかった。しかし,VEGFR-2の負の制御機構の存在を明らかにしたこ
 とはとても重要であり,将来的には血管新生阻害薬の開発などの基礎および臨床研究につながる
 ものと考えられる。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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